血液恶性肿瘤是一种严重危害人类健康的重大疾病。随着新技术的发明应用，其总体诊断水平得以明显提高，伴随着新药的临床应用，治疗水平明显进步。科学而有效地应用各项诊断指标，使其在治疗中发挥最佳指导作用是当前血液恶性肿瘤领域面临的挑战。

一、血液恶性肿瘤诊断现状

血液恶性肿瘤诊断当前有两大特点，即精确诊断和动态监测。

1．精确诊断：以白血病为例，早年主要依据细胞形态学及细胞化学染色诊断，1976年由此制定出FAB分型系统[@b1]。进入20世纪80年代中期，人们发现采用流式细胞术检测的免疫表型以及染色体核型和荧光原位杂交技术（FISH）检测的染色体变化对诊断、治疗及预后判断具有重要意义，因此提出了MIC分型[@b2]。随后，白血病的分子特征研究取得明显进展，特别是检出的染色体易位形成的融合基因反映了白血病的生物学本质，因而提出了白血病MICM分型方案。近年来，与白血病发生及预后相关的分子异常的不断发现使得诊断越来越精细[@b3]--[@b4]。例如在美国NCCN急性髓系白血病（AML）指南（2015年第1版）中，通过联合细胞遗传学和分子学异常进行分层，其中inv（16）和t（8;21）AML均属于预后良好组，但是如果伴有c-KIT突变即归于中危组。因此，当前白血病的诊断是结合多项检测指标进行的综合评判，精确分层诊断促进了治疗分层。

精确诊断促进了白血病机制的深入研究、指导了规范化治疗，从而显著改善患者预后。急性早幼粒细胞白血病（APL）在FAB分型系统中被定为AML-M~3~亚型，随后发现其具有特征性的t（15;17）（q22;q21）及相应的融合基因PML/RARα，这是APL发病的关键[@b5]。伴随着发病机制研究的深入，APL的治疗经历了化疗、维甲酸联合化疗、砷剂以及维甲酸联合砷剂的阶段，患者总体存活率由45%升至97%，成为第一个可以治愈的白血病[@b6]。对于慢性髓性白血病（CML），2008年版WHO分类中已明确其具有Ph染色体和（或）BCR-ABL融合基因，结合染色体核型分析、FISH及PCR技术来诊断。从20世纪90年代开始，以伊马替尼为首的靶向作用于BCR-ABL的酪氨酸激酶抑制剂（TKI），使CML及Ph（+）急性淋巴细胞白血病（ALL）疗效明显改善[@b7]--[@b8]，尤其是CML已从致死性疾病转变为慢性病，大部分患者总体生存期已与正常人群相同[@b9]。

2．微小残留病（MRD）的动态监测：MRD是指患者完全缓解后残留在体内的少量肿瘤细胞，很可能是导致肿瘤复发的根源。其主要检测方法包括流式细胞术和PCR。不同患者治疗期间MRD的动力学变化不同并具有预后意义，因而，通过MRD的监测可以了解患者低水平的肿瘤负荷、发现患者耐药表现并更早预测血液恶性肿瘤复发、尽早调整治疗方案以降低复发。MRD监测在儿童ALL治疗分层中发挥重要作用，欧洲AIEOP-BFMALL 2000临床试验显示，根据第33天和第78天的MRD能够将患儿分成累积复发率（CIR）及无事件生存（EFS）明显不同的三组[@b10]。美国NCCN指南（2015年第1版）、欧洲ELN推荐[@b11]及中国指南[@b12]均明确依据CML患者TKI治疗中特定时间点的分子学/细胞遗传学反应来评估疗效，并推荐随后的治疗：不变、换用第二代TKI或异基因造血干细胞移植（allo-HSCT）。尤其是治疗早期（3个月及6个月）的分子学/细胞遗传学反应已证明能够预测长期的分子学反应、事件发生、疾病进展及生存[@b13]。正是TKI的成功应用和BCR-ABL mRNA水平的监测推动了CML治疗目标的演变，从最初的完全血液学缓解（CHR），经过完全细胞遗传学缓解（CCyR）、主要分子学缓解（MMR）发展到深层次分子缓解（如MR4.5）。在获得稳定深层次分子反应的患者中进行的停药试验证明部分患者能够成功停药[@b14]，因此CML患者"临床治愈"已成为可能。

根据MRD对患者分层并优化治疗策略，从而改善总体预后同样在其他血液恶性肿瘤中得以实现。北京大学人民医院AML05临床试验显示，根据巩固2\~8个疗程期间的AML1-ETO mRNA水平是否下降3-log能够将t（8;21）AML患者分为低危和高危组，高危患者通过CIR下降、无疾病生存（DFS）及总生存（OS）的改善而获益于allo-HSCT，而低危患者通过OS的改善获益于化疗[@b15]。在inv（16）AML患者中亦得到类似结论[@b16]。多发性骨髓瘤（MM）中MRD的应用在近几年成为热点，流式细胞术和高通量测序（NGS）技术检测的MRD可以对患者进行分层[@b17]。在淋巴瘤领域，随着多个新药的研发应用，MRD监测也成为治疗需求，MRD的预后意义已经得到证明[@b18]。

二、血液恶性肿瘤诊断面临的挑战

1．标准化的应用与推广：要做到精确诊断，检测标准化是基本要求，包括室内标准化和室间标准化两方面。前者指实验室内部标准化的操作程序、室内质控品日常监测等。当前这方面整体意识薄弱，主要问题包括：质控品选择不规范、质控频度把握不准、质控方法掌握不准确、靶值确定不准确以及室内质控数据管理不规范等。室间标准化是指实验室间的结果比对。美国病理协会（CAP）是目前全球影响力最大的室间质评平台，许多血液恶性肿瘤常规诊断项目包含其中，但是其中很多项目比对最终仅展示参与实验室总体结果而不做评估。国内室间比对主要由卫生部临床检验中心发起，目前主要是检验科常规项目。血液恶性肿瘤诊断项目由于多样、复杂及进展快等特点，大部分尤其是分子诊断项目国内尚无官方质评。

标准化执行不好会导致检测结果不准确和意义不明确。2010年，国内10家大医院检测同一样本的BCR-ABL mRNA水平，2家结果明显偏离，另外8家结果比较一致，但之间仍有1-log左右的差异。这一方面是由于检测程序出现问题，另一方面反映不同实验室定量检测结果很可能不同。同样，国际上三家著名实验室对相同样本BCR-ABL的定量检测结果也不一样[@b19]。在当前TKI治疗CML的背景之下，为了实现不同实验室BCR-ABL mRNA水平结果可比和意义相同，2006年国际上提出了转换系数（CF）的概念，即各家实验室检测值与自身CF相乘，得出国际标准化的BCR-ABL（BCR-ABL^IS^），BCR-ABL^IS^为0.1%即代表CML患者获得了MMR，从而实现意义明确[@b19]。

CF通过与参比实验室样本比对获得。中国CML联盟于2010年开始的"中国CML患者BCR-ABL定量检测标准化项目"是开展室间质评、实现检测标准化的成功模式[@b20]。2012年，北京大学人民医院成功通过了与澳大利亚阿德莱德IMVS国际参比实验室的样本比对，获得有效CF，并成为中国CML参比实验室，通过与国内其他实验室间的样本比对，使他们获得转换BCR-ABL^IS^的CF[@b21]。到目前为止，全国42家医院及3家商业检测中心参加了该项目，已有37家获得CF。CF获得后继续通过定期样本比对进行CF的再确认以保证其持续准确[@b22]。数据显示，北京大学人民医院治疗的CML患者的细胞遗传学反应率与德国CML study Ⅳ临床试验近似，在各自转换为BCR-ABL^IS^后，治疗3个月和6个月的不同分子学反应各组患者比例亦近似[@b23]，说明BCR-ABL^IS^实现了不同实验室结果可比。此外，中国CML联盟还开展了BCR-ABL酪氨酸激酶区突变检测的室间标准化工作[@b24]，并将推进该方面的继续教育工作。因此，在没有官方质评时，各实验室间的合作同样可以开展室间标准化。

2．监测的推广、普及和检测项目的选择：MRD监测尚未普及。即使是执行得最好的CML患者的监测，现实依然不能令人满意。在欧洲和美国，分别有59%和64%的患者检测频率与欧洲ELN的推荐不相符，有14%的医生不认为监测对所有患者是必要的[@b25]。中国CML联盟的调查数据显示只有15%的患者能够按照ELN的推荐进行BCR-ABL的监测。因此，需要不断开展继续教育，强化MRD监测的理念，推动实际应用。

目前存在检测项目选择过度和不足的问题。对于白血病分子诊断的应用，一种现象是对所有患者均进行同样的多基因全筛查而不考虑疾病类型，另一种现象是初诊时检出的异常项目要么都不监测要么所有异常项目均随访。诊断项目的选择不能一刀切，而初诊时异常的项目并不都适合做MRD监测。

3．商业检测的利与弊：商业检测对于诊断的发展起了很大推动作用。医院实验室和商业检测中心各有优缺点。医院实验室的优势包括：紧扣临床、注重临床意义，与临床相互交流便利，标本送达迅速，某些项目能够快速出结果而有利于临床尽早治疗；劣势包括：人员配置、试剂设备的选择及新项目的增加等受医院管理体制的限制，受医院人才评估体系的限制等导致开展新项目积极性不高。商业检测中心的优势在于：开展新项目快，目标明确，管理相对简单；劣势在于：项目泛化，与临床存在一定脱节以及易发生检测项目选择过多的问题。以诊断范可尼贫血的检测项目之一染色体断裂试验为例，某商业检测中心仅报告了患者及对照的断裂率，而国际诊断标准中则是根据积分评估，同时要考虑断裂方式。另外商业检测中心可能存在影响样本质量的寄送问题。因此，商业检测中心是医院实验室很好的补充，为了克服劣势，还需要加强与大学及医院的合作。

4．新技术的应用：当前新技术中有代表性的是NGS和数字PCR（dPCR）。NGS是相对于传统的sanger测序法而命名，其最大特点是高通量，能够提供丰富的信息，同时检测费用和时间大大降低，另一特点是能够定量并可以提高敏感性。近几年，NGS在发现新基因异常、发病机制研究及临床诊断方面均开始发挥作用。例如，通过对入组美国ECOG E1900临床试验的398例≤60岁的成人AML患者采用NGS靶向测序18个基因，发现了这些基因异常的分布特征及相互关系，并通过组合更精确地分层患者[@b26]。此外，NGS检测与实时定量PCR等检测的NPM1突变及FLT3-ITD之间均呈现出很好的一致性，提示NGS有可能用于MRD的监测[@b27]。尽管NGS得到广泛推崇，但是其结果是否真的可靠尚存在疑问。有人对同一组原始数据用两种常用的生物信息技术处理后发现，二者相关系数很低，存在明显差异[@b28]。因此，NGS应用于临床之前还需要技术和流程的标准化，只有可靠性得到充分验证之后才能推向临床诊断。此外，如何将NGS技术最有效应用于不同类型患者还有待探讨。

dPCR实现了绝对定量从而使定量更准确并提高了敏感度。目前报道的主要是应用于TKI治疗的CML患者，dPCR能够检测出实时定量PCR不能检出的BCR-ABL，因而能够继续检测更低水平的动力学变化[@b29]。dPCR（+）与年龄结合可能鉴别出停药后高复发风险的患者[@b30]。不过在检测敏感度提高的同时必须考虑假阳性的问题。之前已有报道采用高敏感的巢式PCR在正常人外周血中普遍检测到BCR-ABL等融合基因[@b31]--[@b32]。dPCR在正常人中能否检出融合基因未见报道。此外，高敏感dPCR的应用对整个实验过程的防污染提出了更高要求。另外，标准化对于保证dPCR的结果准确同样是必要的，但是如何实施仍是一个空白。以上潜在问题的解决是dPCR推向临床的前提。

诊断是实现血液恶性肿瘤精准治疗的前提，只有准确诊断才能发挥其临床指导作用，而实施标准化是准确诊断的基础。新技术前景十分美好，但是目前应用并不十分满意。当今挑战与机遇并存，我们既要追求创新，又要保持谨慎，推动诊断稳步前进，促进血液恶性肿瘤诊治水平的进步。
